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@ Amtnoalkylmaleimide und davon abgeleitete Hapten- und Anttgenderivate sowie Konjugate mit Peptiden oder 
Proteinen 



Die Erfindung betrifft neue Aminoalkylmaleimide der all- 
gemeinen Formal I 



Jl N-A-MH2 



in 



in der und R3 gleich oder verschieden stnd und Wasser- 
stoff Oder eine C|-C4-Alkylgruppe darstellen, und A eine ge- 
radkettige oder verzweigte Alkylenkene mil 2 bis 6 Kohlen- 
stoffatomen darstellt, sowie deren entsprechenden Saure- 
additionssalze. mit Ausnahme der Verbindung N-6-Aminoh- 
exylmaleimid. 

Femer bezieht sich die vortiegende Erfindung auf die aus 
Verbindungen der allgemeinen Formel I und immunologi- 
schen Bindungspartner gebildeten Amidoalkylmaleimid- 
Derivate der allgemeinen Formel II 



Aufterdem betrifft die Erfindung immunologische Kon)uga* 
te, die durch Umsetzung von VertMndungen der allgemeinen 
Formel II mit Peptiden oder Proteinen hergestellt werden* 
konnen. Diese Konjugate werden im folgenden synonym als. 
Hapten-Peptid bzw. Hapten- Protein-Konjugate bezeichnet. 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch die Ver- ' ^ 
fahren zur Herstellung der Verbindungen der allgemeinen; 
Formein I und II sowie der Peptid- und Protein -Koniugate/ ' 
sowie die Verwendung dieser Konjugate in diagnostischen 
Bestimmungsmethoden, insbesondere in Immunoassays. 



2 "t 

0> R2 > 



CO 
LU 

O 



N-A-NH-CO-Hap 



(II), 



in der R|. R2 und A die oben angegebenen Bedeutungen 
haben und Hap, der aus einem eine oder mehrere Carboxyl- 
gruppen oder deren reaktive Derivate tragenden Hapten 
Oder Antigen durch Amidierung gebildete Rest ist. 
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Beschreibung 

Die Erfindung be.riff. „eue Aminoalkylmaleimide der allgemeinen Formel I 
O 



N— A — NH, (1) 




o 



25 



N — A — NH — CO— H 



ap (11) 
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35 Gegenstand der vorliegenden Erfnd.m» u 

aUgen,ei„enFo™el„,uJ1?s:wie^^^^^^ Herstellung der Verbindungen der 

nemen bzw. Verbindungen V^n t^i^^t^'l^l^'j:^ funktional un.erscheidenden Kompo- 

40 Affinuaischromatographie an eine*?«« S,fche ^leeZ. "^'"k" f«'^P'«'^-e«e auf dem GeWrdTr 
" '» "ner l^Sbf enthl^^eneru^^^^^^^^^ 8«'>''»den. DiS 

Substanzen zu erkennen und zu bindea Dadurch is e?nr^Illu JV^ betreffenden Liganden speziHschen 
Verbindungen m6glich.AlsLigandenkommen bfk,!fii™^ gezie e Abtrennung der in der Probe er^haltenen 
Oder e.n Substrat spezifisch bindea "^"P'^'^^" AnnkOrper oder Enzyme in Frage. die ^HZ^^n 

' Linker bSblTt^^^l^^^^^^^ bi.un.,onene Reagenzien. die aucH a,s 

n=&b£L™^-b^^^^ 

nmenjander verkniipfen. wobei die eine beSwe^e e1^ '^°'»PO"*"«n bzw. Verbindung^ 

Aminogrtippe. In analoger Weise dienen die homS„k.!«n»if ^P^"^'^^^ andere cine 

reaktive Gruppen enthai.en. zur Verkn^ng von k2J^,?/„^^^^^ Reagenz ea die zwei chemisch glei^har^ 
be,sp.elswe.se .n, obigen Fall von Sulftyd^lg" uppen Klenuschen funktionellen Gruppen wie 

^i^ :^^^^^ de^nach eine ReiHe von 

Bn :;f^''':'''"=''^'*'"'*'<'8^*P''«*«'«S Hers.ellung einer modiHzierten AgaSS^" 
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lassen sich vorzugsweise durch den Einsatz von bifunktionellen Reagenzien herstellen. 

Ein weiteres Beispiei aus jungster Zeit ist die auf dem Gebiei der homogenen Immunoassays immer mehr an 
Bedeutung gewinnende sogenannte CEDIA-Technik (Clinical Chemistry 32/9. 1637-1641 (1986); US-47 08 929). 
Bei dieser diagnostischen Bestimmungsmethode wird ebenfalls von dem Prinzip der Verknupfung von zwei 
Verbindungen Gebrauch gemacht Dabei wird ein Analyt. der im allgemeinen ein Hapten oder ein Antigen sein 5 
kann, an eine enzymatisch inaktive Vorlauferstufe des Enzyms p-Galactosidase angeknOpft. Diese inakttve 
Vorlaufersiufe ist ein Peptid und wird in der oben zitierten Literaturauch als Enzymdonor bezeichnet 

Die Durchfiihrung dieses Tests beruht auf fotgendem Prinzip: Das Enzym P-Galactosidase besteht aus 4 
Untereinheiten. die wiederum aus einer grdBeren Polypeptidkette» die auch als Enzymakzeptor EA bezeichnet 
wird. und einer kleineren Peptidkette. Enzymdonor ED genannt, aufgebaut ist Enzymakzeptor und Enzymdonor 10 
sind beide enzymatisch inaktiv, konnen sich aber spontan zu einem aktiven Tetramer zusammenlagern. Auf- 
grund der auBerordentlich geringen Dissoziationskonstanten des aus Enzymdonor und Enzymakzeptor gebilde- 
ten aktiven Enzyms ist die Menge des gebildeten Enzyms direkt proportional zur Menge des vorhandenen 
Enzymdonors bzw. -akzcptors. Bei der Durchfuhrung von Immunoassays macht man sich die Eigenschaft nun 
dadurch zu Nutzen, in dem man anstelle des naturlichen Enzymdonors einen chemisch modifizierten Enzymdo- 15 
nor einsetzt Dieser zeichnet sich dadurch aus, daB ein Analyt oder Immunogen kovalent an funktionelle 
Gruppen des als Enzymdonor fungierenden Peptids gekniipft ist. Als Immunogen kommen beispielsweise 
Haptene oder Antigene in Frage. 

Bei der Durchfuhrung der immunologischen Bestimmungsmethode ist im Testsystem auBerdem ein das 
entsprechende Immunogen erkennender Antikorper in einer Menge vorhanden, der die spontane Assoziation 20 
des Enzymdonors und des Enzymakzeptors zum aktiven Enzym verhinderi. 

Die Reaktion zur Bestimmung der Konzentration eines dem Immunogen entsprechenden Analyten wird nun 
derart durchgefuhrt, daB eine gewisse Menge der zu bestimmenden Probe zu dem oben beschriebenen Testsy- 
stem zugefugt wird. Da es sich bei diesem Reaktionstyp um einen kompetitiven Test handelt. binden die 
vorhandenen Antikorper, die gegen den Analyten oder das Hapten gerichtet sind» sowohl die aus der Probe 25 
kommenden freien Antigene oder Haptene, sowie einen Teil der mit dem Antigen oder Hapten markierten 
Enzymdonatoren. Der durch die Verdrangungsreaktion durch das freic Antigen ausgeldste freie Anteil des 
markierten Enzymdonors assoziiert dann spontan mit dem Enzymakzeptor zum enzymatisch aktiven Tetramer, 
dessen Konzentration direkt proponional zu der Konzentration des aus der Probe stammenden Analyten 
(Antigen) oder Hapten ist Die Menge des durch diese spontane Assoziation gebildeten Enzyms P-Galactosidase 30 
wird durch Hydrolyse eines geeigneten Enzymsubstrates. beispielsweise v<^n o-Nitrophenyl-fl-D-galactopyrano- 
sid oder Chlorphenolrot*B-D-galactopyranosid und Freisetzung des entsprechenden Chromophors gemessen. 

Bei der oben dargestellten erforderlichen Verknupfung zwischen Immunogen (Analyt) und Enzymdonor 
besteht das Problem, daB die Modifizierung des Enzymdonors nur an solchen Stellen im Molekul erfolgen darf. 
die fur die Erkennung zwischen Enzymdonor und Enzymakzeptor nicht von Bedeutung sind. Ansonsten ware die 35 
Assoziation zum enzymatisch aktiven Enzymkomplex gestort und der gemessene Wert fur das zu bestimmende 
Hapten wurdc ein falsches Ergebnis vortauschen. 

Es ist literaturbekannt, daB zur Herstellung der Hapten-Enzymdonor-Konjugate beispielsweise Maleimidyl- 
benzcarbamyl-digoxigenin als Linker eingesetzt werden kann (Clin.Chem. 32, 1637 (1986)). Die Bindung dieses 
Haptens an den Enzymdonor erfolgt durch Umsetzung von Digoxigenin, das als Hapten fungiert. mit 3-Malei- 40 
midobenzoesaure. Die Verknupfung seitens des Enzymdonors nriit dem oben gebildeten Digoxigenin- Derivates 
erfolgt durch Reaktion einer Sulfhydrylgruppe der Aminosdure Cystein am Enzymdonor mit der Maleimido- 
gruppe. 

Das in dem oben genannten Fall eingesetzte bifunktionelle Reagens hat jedoch den Nachtetl, daB einerseits 
die vorhandene Urethan-Bindung hydrolyseempflndlich ist und das Reagenz somit nicht hinreichend stabil 45 
genug ist, und daB femer durch den vorhandenen Benzcarbamylrest ein Teil der Bindungsaktivitat der Ahtikdr- 
per gegen den Linker selbst,d. h. gegen das Brtickenmolekul zwischen Hapten und Enzymdonor im Immunogen 
gerichtet ist Dies bedeutet daB bei der Antigen- Antikdrper- Reaktion haufig mit Kreuzreaktivitaten zu rechnen 
ist die im immunologischen Test zu Problemen fuhren. 

Es bestand daher die Aufgabe, solche bifunktionellen Reagenzien zu finden, die sich fur die Verknupfung 50 
zwischen Hapten einerseits und Enzymdonor andererseits eignen, wobei die mit Hilfe dieser Linker hergestell- 
ten Hapten- Peptid-Kon jugate eine mdglichst geringe Kreuzreaktivit^t gegen das Brtickenmolekul selbst auf- 
weisen sollen. 

AuBerdem sollten diese bifunktionellen Reagenzien moglichst stabil und einfach herstellbar sein. Femer sollen 
sie mit Haptenen unter chemisch milden Bedingungen reagieren, damit die zur Immunisierung und Gewinnung 55 
von Antikorpern als Immunogene erforderlichen Haptenderivate auf schonende und einfache Weise hergestellt 
werden konnen. 

Diese Aufgaben werden mit der vorliegenden ErHndung gelost Insbesondere hat sich gezeigt daB die 
zwischen den Maleimidgruppe und der Aminogruppe sich befindende Alkylgruppe A eine geringere Kreuzreak- 
tivitat verursacht als bei den aus dem Stand der Technik bekannten Hapten-Peptid-Konjugaten. Dies trifft eo 
insbesondere fur die geradkettigen Derivate mit n-» 2 — 4 zu. 

Gegenstand der Erfindung sind die neuen Verbindungen der allgemeinen Formel I 



3 
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L"ir«^'iir«."^" «'^!''offatom Oder C, - O-Alkylgruppen. insbcsondere den Methyl-. Ethyl- oder 

iTrfmK i ^"ll*^"^"- ^ geradkettige oder verzweigte Alkylengruppe mit 2 -6 C-Atomen. insbeson- 

n;r. Cl^^ ^ "V- u'^ phylengruppe bedeutet.odcr R, und R2 ein Wasserstoffatom darstellen 

FormeHIl beispiclsweise dadurch hergestclh werden. indem ein Diatnin der allgemeinen 



15 Formel III 

'H2N-A-NH2 (III) 



^ in der A die oben angegebene Bedeutung hat. in eine Verbindung der allgemeinen Formel IV 
HiN-A-NH-Sch (IV) 

A^^'^^^Vl^f' ^"^^l Sch eine fur die Aminogruppe geeignete leicht abspahbare Schutzgruppe. beispiclsweise 



30 



35 




N— Z (V) 



bLfanml^ v.5'k angcgebenen Bedeutungen haben und Z eine reaktive Gruppe bedeutet, nach an sich 
bekanmcn Verfahren umsetzt, und anschlieBend die Schutzgruppe Sch wieder abspaltet 
Di t^rr ^.t^^H-"^ f ' Dmmme der allgemeinen Formel III mit geeigneten Schutzgruppenreagenzien. wie z B 
- Di-tert.-butyI.dicarbonat. terL-Butoxycarbonylchlorid oder N-(tert.-Butoxy.carbonyloxy)phthf limiA erf^« in 
^20"TbTs' ? Ur I Dimethylformamid oder EthanoTtei Ter^^JL™.u«^^^ 

fSen^..X ?^ vorzugswe.se be. 0»Cb.s -I- 25«C nach an Sich bekanntenMethoden. 
in h«ic;^JL , Verbindungen der Formel IV mit Verbindungen der Formel V werden sind vorzuKweise 

m bas.schen Losungen be. Temperaturen von -20°Cbis +80°Cdurchgeftthrc Als reakUvrGruDn* 7^.^^ 
solche .n Frage. d.e sich leicht abspalten lassen, beispiclsweise die ESSrbSy ^ 

f !f '"'"'"'^ vorliegenden Erfindung sind Verbindungen der Formel II in der Hao reortsen 

en e ^L^'^ln.^ r"!.""*"""' "^'^ ^""'y' bei immunologischen LsHmmrn«S^ 

Hap-Derivaten ist es zweckmSB.g, die in Hap vorhandene Carboxylgruppe zunachst durch ObeSunl Pn^^ 
l".?2e«'^w«T'* ^V^^'T'^"- ''*" beispiclsweise durch Ums^zuS N hX^^^^^^^^ 

I^uf»Z r\rl^^ _Konde.«at.onsm.tte s. wie z. B. N^'-Dicyclohexylcarbodiimid. Der auf di«e We"« heree- 
Fo^eM in ho^"!f"'r^'''^'*'^'^'"'=""''"'^ -""dem Maleimidderivat7er^l«mS 

Formel I ,n hoher Ausbeute zu den entsprechenden Maleimid-Hapten-Derivaten der alleeine^en FoS n 
umgesetzL Es .St jedoch prinzipiell auch moglich. andere AktivierunJsgruppTn deTcSb^ISSrzrv^« 

In bevorzugten Ausfuhrungsformen der erfindungsgemaBen Verbinduneen der all^emom^n fA;^». 11 • . j 

rsrcSL^VSi^iZI^^^^^^^^ T ' ^ Steroidt?3^1rr7i&^^^ 

Sn d7e e n?r!S r Digox.gen.n. Pnnzipiell konnen jedoch alle diejenigen Haptene eingesetzt 

rung d.e entsprechende Carboxylgruppe nachtrSglich in d J Hasten eingeSn w^d chem.sche ModtHzie- 
m emer wei.eren AiBfohrungsform der Erfindung werden Verbindungen der' allgemeinen Formel II zur 



45 



SO 



55 



60 



)OCIO: <DE 3919giSAl.L> 



DE 39 19 915 Al 



Verfiigung gestellt in denen das Hapten ein Steroidhormon ist. Der Nachweis von Steroidhormonen, wie z. B. 
Ostrogen, Tesiosteron, Cortisonen und Herzglucosiden, denen alle das Sieroldgrundgerust gemeinsam ist» spielt 
in der Diagnostik eine bedeutende Rolle. Die Zurverfiigungstellung von Antikorpern gegen Steroidhormone 
bzw. gegen die enisprechenden Hapten-Peptid-Konjugate fur die Durchfuhrung von Immunoassays ist daher 
wiinschenswerL 

Es hat sich erwiesen, daB durch die Derivatisierung der Haptene zu den Verbindungen der altgemeinen 
Formel II das Epitop des Haptens nicht beeintrachtigt wird, so daB ein gegen das jeweilige in der zu bestimmen- 
den Probe vorhandene freie Hapten gerichieter Antikorper auch das entsprechend modifizierte Hapten-Peptid- 
Konjugat in gleichem MaBe erkennt 

Ebenso hat sich gezeigt, daB die derivatisierten Hapten-Peptid-Konjugate. die durch Umsetzung von Verbin- 
dungen der Formel II mit sulfhydrylgruppenhaltigen Peptiden oder Proteinen erhalten warden, ohne weitere 
Beeintrachtigung der Bindungseigenschaften mil dem Enzymakzeptor EA zu den Tetramer-Komplexen der 
B-Galactosidase assoziieren. Diese wiederum zeigen durch die im Prinzip vorhandene Derivatisierung des 
Enzyms keine nachteilige Beeinflussung der enzymatischen AktivitSt, und spalten die in Frage kommenden 
Substrate in gleicher Weise wie die un modifizierte P-Galactosidase. 

Bei der Verwendung fOr die Immunisierung werden die Hap-Derivate der allgemeinen Formel II eingesetzt. 
Das Haptenderivat wird in den zur Antikorperbildung geeigneten Organismus in Abstanden mehrmaJs injiziert. 
Es kommt dabei zur Bildung von Antikorpern, die in sehr hohem Prozentsatz nun gegen das Hapten gerichtet 
sind, und keine KreuzreaktivitSt mit den Verknupfungsgruppierungen aufweisen. Die Antikorper werden dann 
in an sich bekannter Weise aus dem Organismus isoliert und gereinigt Die erfindungsgemSBen Hapienderivate 
der allgemeinen Formel II eignen sich sowohl zur Immunisierung fur die Herstellung polyklonaler Antikorper 
als auch zur Herstellung monoklonaler Antikorper. 

Uberraschenderweise gelingt es durch Verwendung der erfmdungsgemaBen Haptenderivate der allgemeinen 
Formel II, Antikorper zu erhalten, die sehr wenig Kreuzreaktivitat mit der Bruckenverbindung aufweisen. Die 
erhaltenen Antikorper haben eine hohe Affinitat zu dem Hapten. Bei der Verwendung der erfindungsgemaBen 
Haptenderivate zur Immunisierung werden hohe Antikorpertiter erhalten. Weiterhin sind die erfindungsgema- 
Ben Hapten-Peptid-Konjugate besonders gut geeignet zum Einsatz in Immunoassays. Da die Antikorper zu dem 
Bruckenmolekul keine oder eine nur sehr geringe Affinitat aufweisen und daher das Hapten sehr spezifisch 
binden, erhalt man mit diesen Konjugaten bei der Verwendung in Immunoassays sehr genaue Ergebnisse. 

Die erfindungsgemaBen Haptenderivate der aitgememen Formel If besitzen den Vorteit, daB sie einerseits die 
Stniktur des freien Haptens weitgehend unverandert beinhalten. andererseits im Vergleich zu Derivaten, die 
z. B. aus dem Stand der Technik bekannt sind, im BruckenmolekQl eine charakteristische Andening aufweisen. 
Die Verwendung der erfmdungsgemaBen Haptenderivate ermdglicht deshaib die Durchfiihrung heterologer 
Linker-Techniken auf einfache und effektive Weise. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Konjugate, die durch Umsetzung der Verbindungen der allgemeinen 
Formel II mit Peptiden und Proteinen hergestellt werden kOnnen. Als Peptide und Proteine kommen vorzugs- 
weise solche in Frage, die eine Sulfhydylgruppe bzw. eine Cysteingruppe enthalten.die mit der Maleimidogruppe 
der Verbindungen der Formel II reagieren. Die Herstellung solcher Derivate erfolgt nach an sich bekannten 
Methoden der chemischen Modifizierung von Proteinen. Vorzugsweise werden jedoch Peptide, insbesondere 
die in der oben beschriebenen CEDIA-Technik verwendbaren Enzymdonatoren ED eingesetzt. Die Herstellung 
verschiedener ED-Derivate ist aus US 47 08 929 bzw. Clin. Chem. 32 (9), 1986» 1637 - 1641 bekannt, bzw. sind bei 
Microgenics Corp., Concord, California (USA) erhaltlich. 

Gegenstand der ErTmdung ist deshaib auch die Verwendung eines erfindungsgemaBen Hapten-Peptid-Konju- 
gates bei der Durchfuhrung von Immunoassays. 

Die folgenden Beispiele erlSutem die Erfindung anhand von konkreten AusfOhrungsbeispielen: 

Beispiel 1 

2-(N-Malein!mido)ethyIamin 

12 g (0,2 mol) Ethylendiamin werden in 200 ml Dioxan/Wasser (50/50 v/v) gelost Innerhalb von 1.5 h wird 
unter Ruhren und Kuhlung im Eisbad eine Ldsung von 21.8 g (0.1 mol) Di-tert-butyl-dicarbonat in 100 ml Dioxan 
zugetropft. Man ItkBl 1 h bei Raumtemperatur weiterrOhren, dann wird mit 500 ml Wasscr verdiinni und mil 1 I 
Essigester extrahiert. Die organische Ldsung wascht man dreimal mit je 200 ml Wasser und extrahiert mit 
zweimal je 300 ml 0.1 n HCl. Die vereinigten HCI-Phasen werden mil 2 n NaOH auf pH 10.0 gestellt und mit 
600 ml Essigester extrahiert Die organische Ldsung wird nochmals mit 300 mi Wasser gewaschen, mit 20 g 
Na2S04 getrocknet und im Wasserstrahlvakuum eingedampft. 
Ausbeute: 135 g zahes Ol (entspr. 8.4% d.Th. bez. auf Di-tert.-butyl-dicarbonat). 

DC; Kieselgel, Methanol/Essigester (66/33 v/vX Bespruhen mit Ninhydrin-Spray (Fa. Merck, Darmstadt); 
Rr«0.14. 

Beispiel 2 

N-(Ten-butyloxycarbonyl)-2-(N-maleinimido)ethylamin 

0.8 g (5 mmol) 2-(N-Maleinimido)ethylamin lost man in 25 ml gesdttigter Natriumbicarbonat- Ldsung. Die 
Ldsung wird uber ein Faltenf liter filtriert und auf 0*C gekuhiL AnschlieBend gibt man unter Ruhren 0.84 g 
(5 mmol) N-(Ethoxycarbonyl)maleinimid (hergestellt nach der Methode von O. Keller und J. Rudinger, 

5 
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HeIv.Chim.Acra 58(1975), 531 -541) zu und laBi 15 min bei Raumtemperatur weitenruhren. Hierbei lost sich das 
N-(EthoxycarbonyI)nialeinimid nach kurzer Zeit vollstandig auf, wahrend die Titelverbindung im Verlauf der 
Umsetzung ausfallL Es werden 40 ml THF zugegeben und 45 min bei Raumiemperalur weitergeruhrt Danach 
stellt man mil 1 n HQ auf pH 6.0, extrahiert mit zweimal je 50 ml Essigester und trocknet den Extrakt mit 5 g 
5 Na2S04. Nach Eindampfen im Wasserstrahlvakuum wird die Titelverbindung als farbloser» fester Ruckstand 
erhalten. 

Ausbeute: 1.1 g(92% d.Th.). 

DC: Kieselgel, Chloroform/Essigester (66/13 v/v), Bespriihen mit 0.1 % KMn04-Lsg.: Rf = 030. 

10 . Beispiel 3 

2-(N-Maleintmido)ethylamin-Hydrochlond 

036 g (4 mmol) der BCXT-Aminoverbindung aus Beispiel 2 werden in 25 ml 2 m HCI in Dioxan gelosl und bei 
15 Raumtemperatur stehengelassen. Innerhalb 30 - 60 min beginnt das Produkt 4 auszufallen. Man laBi 24 h bei 
Raumtemperatur stehen, dann saugt man das Krisiallisat ab, wascht mit ca. 10 ml Essigester nach und trocknet 
im Exsikkator uber CaCb und Paraffin. 
■Ausbeute: 0.58 g farbloses, feinkristaliines Pulver (82% d.Th.). 

DC: Kieselgel. n-Butanol/Eisessig/Wasser (40/10/50 v/v/vX Bespriihen mit Ninhydrin-Spray (Fa. Merck, Darm- 
20 stadt);Rf = 0.22- 

C6H9C1N202( 176.60): 
Berechnet: 

C 40.81 H5J4 N 15.86; 
gefunden: 
25 C 40.60 H 5.29 N 15.46; 

Beispiel 4 

Hapten-Carbonsaure>N-hydroxysuccinimidester 

30 

Aus den Hapten-Carbonsauren a— d wurden nach Literaturvorschriften die entsprechenden Hapten-Carbon- 
saure-N-hydroxysucctnimidester hergestellt: 
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a: A.Tsuji. M.Smulowtiz» Uang und D.iC Fukushima, Steroids 24 (1974)739—751. 

b:G.C Oliver, B.M. Parker, D.L Brasfield und CW. Parker. J. Clin. Invest. 47 (1968) 1035—1042. 45 
c: H.-G. Batz, fl-R. Linke, FC Stellner und G. Wcimann, DE-A 25 37 129 bzw. US 41 33 949. 
d:CE- Kuck, Res. Commun.Chem. Pathol. Pharmacol. 13(1976)497 — 505. 

03mmol der Hapten-Carbonsaure a — d werden zusammen mit 63 mg (055 mmol) N- Hydroxy succinimid in 
10 ml absolutem DMF geldst und mit 1.13 mg (0.55 mmol) N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid versetzt. Man laOt 4 h 
bei Raumtemperatur ruhren. filtriert und dampft die Ldsung im Vakuum ein. Der Riickstand wird in 20 ml THF 50 
aufgenommen und eventuell unldsliche Reste an N.N'-Dicyciohexylharnstoff durch Filtration entfernt Die 
Ldsungen der Hapten-Carbons^ure-N-hydroxysuccinimidester werden in dieser Form zur nlichsten Stufe einge- 
setzt 

Beispiel 5 55 
Hapten-Carbon5aure-[2-(N*maleinimido)ethylamide] II a— d 
Allgemeine Vorschrift 

60 

Zur Ldsung der aktivierten Haptenc aus Beispiel 4 werden 88 mg (03 mmol) 2-(N-maleinlmido)ethylamin 
gegeben. Unter Ruhren warden 51 mg (03 mmol) Triethylamin zugetropft, danach laBi man 6 h bei Raumtempe- 
ratur weiterruhren. Die Losung wird im Vakuum eingedampft und die Hapten-Maleinimid-Verbindung II A-C . 
durch Saulenchromatographie an einer KieselgeNSaule (23 x 30 cm) mil einem geeigneten Losungsmittel gerci- 
nigL Die entsprechenden Fraktionen werden gesammelt und im Vakuum eingedampft 65 

Die Ldsung von Verbindungen 11 D wird im Vakuum auf die Halfte eingeengt und der Niederschlag abfiltriert 
Dann wird das Losungsmittel im Vakuum vollends entfernt Der Ruckstand wird mit Isopropanol digeriert, das 
feste Produkt abgesaugt und im Exsikkator getrocknet 

7 
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Ha) Eluent: Essigesier/Methanol (90/10 v/v). 

Ausbeute: 180 mg (640/o d.Th.). 

DC: Essigester/Methanol (90/1 0 v/v); Rf = 0.60. 

C29H39N3O8 (557.63): 

Berechnet: 

C 62.46 H7.05 N 734; 
gefunden: 

C 62.20 H 7.10 N 731. 

lib) Eluent: Essigester/Petrolether/Ethanol (40/40/20 v/v/v). 
Ausbeute: 145 mg (47% d.Th.). 

DC: Essigcsier/Petrolether/Ethanol (40/40/20 v/v/v); Rf « OSS. 

C33H44N209(612.71): 

Berechnet: 

C 64.69 H 7:24 N 437; 
gefunden: 
, , C 64.60 H 7.44 N 4.29. 

^ lie) Eluent: Essigester/Pe trolether/Methanol (40/40/20 v/v/v). 
Ausbeute: 220 mg (43% d.Th.). 

DC: Essigester/Petrolether/Melhanol (40/40/20 v/v/v); Rf - 0.4a 

C52H76N2O18 (1017.15): 

Berechnet: 

C 61.40 H 733 N 2.75; 
gefunden: 

C6131 H7.68 N230. 

Ild) Ausbeute: 120 mg (62% d.Th.). 

DC: Butanol/eses$ig/Wasser(40/10/50 v/v/v); Rf = 079. 

CWH20N6O5 (38838): 

Berechnet: 

C5237 H5.19 N 21.64; 
gefunden: 

C 52.41 H 5.01 N 21.74. 

Beispiel 6 

Herstellung von Hapten-Enzymdonor-Konjugat 

200 g Enzymdonor EEM, beschrieben in US P 47 08 929 (24.1 1.1987X werden in 150 I 0.05 m Natriumphosphat- 
Puffer, pH 63, gelost und mit 20 g aktiviertem Hapten II A - D in 20 1 Acetonitril versetzt Man laBt die Losung 
4h bei Raumtemperatur ruhren. Das Konjugat wird durch HPLC an einer C-18 Saule (Dynamax 60A 8, 
4.6x250 mm; Gradient: 20-100%, A = Wasser, B« Acetonitril/Wasser 65/35 v/v) aufgereinigt Die entspre* 
chenden Fraktionen werden gesammelt und gegen 5 1 Wasser dialysiert Die Losung des Konjugats kann in 
dieser Form zu den. in US P 47 08 929 genannten, oder ahemativen, immunologischen Testmethoden venvendet 
werden. 

PatentansprOche 
1 . Aminoalkylmaleimide der allgemeinen Formel I 



O 




in der Rj und R2 gleich oder verschteden sind und Wasserstoff oder eine Ci — C4-Alkylgruppe bedeuten, und 
A eine geradkettige oder verzweigte Alkylengruppe mit 2-6 C-Atomen darstelK sowie deren Saureaddi- 
tionssaize, mit Ausnahme der Verbindung N-6-Aminohexylmaleimid. 

2. Aminoalkylmaleimide nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi entweder R| oder R2 Wasserstoff 
bedeutet 

3. Aminoalkylmaleimide gemSlB einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB A eine 
geradkettige Alkylenkette mit 2 -4 C-Atomen darstellt. 

4. Verfahren zur Herstellung von Aminoalkylmaleimiden nach einem der Anspruche 1 bis 3. dadurch 
gekennzeichneu daB man ein Diamin der allgemeinen Formel III 

H2N-A-NH2 (III) 
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in der A die oben angegebene Bedeutung hai. in eine Verbindung der allgemeinen Formel IV 
HjN-A-NH-Sch (IV) 

Uberfuhrt wird, wobei Sch eine fiir die Aminogruppe geeignete leicht abspaltbare Schutzgruppe, beispiels- 5 
weisedie teru-Butyloxycarbonylgruppe darstellt, und anschlieBend die Verbindung der allgemeinen Formel 
IV mit einer Verbindung der allgemeinen Formel V 




N — 2 (V) 



in der Ri und R2 die oben angegebenen Bedeutungen haben und Z eine reaktive Gruppe bedeutet. nach an 
sich bekannten Verfahren umsetzt, und anschlieBend die Schutzgruppe Sch wieder abspahet 
5. Amidoalkyl-maleimide der allgemeinen Formel II 



N — A — NH — CO — Hap OD 




ren. 



1 7. Diagnostisches Mittel enthaltend Konjugate gemaQ Anspruch 1 1 oder 1 2 zur Durchf Uhrung von immu- 
nologischen Bestimmungen. 



10 



15 



20 



25 



30 



in der Hap der aus einem eine oder mehrere Carboxylgruppen oder deren reaktiven Derivate tragenden 
Hapten oder Antigen durch Amidierung gebildete Rest ist, Ri und R2 gleich oder verschieden sind und eine 
— Q-Alkylgruppe oder ein Wasserstoffatom bedeuten» und A eine geradkettige oder verzweigte Alky- 
lengruppe mit 2—6 C-Atomen darstellt 

6. Amidoalkyl-maleimide nach Anspruch 5» dadurch gekennzeichnet, daB das Hapten ein Steroidhormon isL 35 

7. Amidoalkytmaleimide nach Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet, daB das Hapten ein Xanthinderivat isL 

8. Amidoalkylmaleimide nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, da6 das Hapten Cortisol, 
Testosteron oder Dtgoxigenin ist. 

9. Amidoalkylmaleimide nach Anspruch 5 oder 7, dadurch gekennzeichnet, daB das Hapten Theophyllin ist 

10. Verfahren zur Herstellung von Amidoalkylmaleimiden der allgemeinen Formel 11 nach einem der 
Anspriiche 5 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB man ein eine oder mehrere Carboxylgruppen oder deren 
reaktiven Derivate tragendes Hapten oder Antigen mit einer Verbindung der allgemeinen Formel I, wie in 
den Anspruchen 1 bis 3 angegeben, in an sich bekannter Weise umsetzt 

1 1. Konjugate hergestellt durch Umsetzung von Amidoalkylmaleimiden gem^B einem der AnspHiche 5—9 
mit einem cine oder mehrere Sulfhydrylgruppen tragenden Feptid oder Protein. 

12. Konjugate nach Anspruch 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Peptid der als ED4 bezeichnete Enzym- 
donor des Enzyms p<Galactasidase ist 

13. Verfahren zur Herstellung von Konjugaten nach einem der Anspriiche 1 1 oder 1 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB man eine Verbindung der allgemeinen Formel II gemaB einem der Anspriiche 5 bis 9 mit einem eine 
Oder mehrere Sulfhydrylgruppen tragenden Peptid auf an sich bekannte Weise umsetzt 50 

14. Verwendung von Verbindungen nach den Anspruchen 1 bis 3 zur Herstellung von Verbindungen wie in 
den Anspruchen 5 bis 9 angegeben. 

15. Verwendung von Verbindungen der Formel II nach einem der Anspriiche 5 bis 9 zur Herstellung von 
Konjugaten wie in den Anspriichen 1 1 oder 12 angegeben. 

16. Verwendung von Konjugaten nach den Anspriichen 1 1 oder 12 in diagnostischen Bestimmungsverfah- 55 



40 
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